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Abstract
誗 AIM: To discuss the protective effects and possible
mechanisms of quercetin in oxidative damage of human
retina pigment epithelium (RPE) cells induced by H2O2 .
誗METHODS: RPE cells were subculture, and they were
divided into negative control group: cultured with normal
culture medium; oxidative injury group: 100 滋mol / L H2O2

treated for 12h; quercetin low dose group: 100 滋mol / L
quercetin incubated for 24h then treated with 100 滋mol / L
H2O2 for 12h; and quercetin high dose group: 100 滋mol / L
quercetin incubated for 24h then treated with 100 滋mol / L
H2 O2 for 12h. Cell viability were tested by MTT
colorimetric detection, apoptosis rate was detected by
flow cytometry, apoptotic cell morphology was observed
by Hochest33258 staining, expression of catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GSH-Px) were tested by colorimetric detection.
誗 RESULTS: Quercetin inhibited H2 O2 - induced cell
viability decreased in RPE cells, after treated with different
concentrations of quercetin, RPE cells activity increased to
(79. 67依4. 98)% and (83. 00依3. 60)%, which had statistical
significance difference compared with oxidative damage
group ( 48. 93 依 3. 39 )% ( P < 0. 05 ) . After treated with
different concentrations of quercetin, the apoptosis rate of
RPE cells decreased to (23. 23依3. 29)% and (16. 23依1. 94)%,
respectively, which had statistical significance difference

compared with oxidative damage group (38. 03 依 4. 76)%
(P < 0. 05 ) . In addition, quercetin also increased the
expression of CAT、SOD、GSH-Px in RPE cells, which had
statistical significance difference compared with oxidative
damage group.
誗 CONCLUSION: Quercetin effectively inhibited H2 O2 -
induced RPE cells damage by improving cell antioxidant
enzyme activity, which provide reliable experimental
basis for the treatment of injuries in RPE cells.
誗 KEYWORDS: quercetin; human retina pigment
epithelium; catalase; superoxide dismutase; glutathione
peroxidase
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摘要
目的:探讨槲皮素对 H2O2诱导的人视网膜色素上皮细胞
(retina pigment epithelium,RPE)氧化应激损伤的保护作用
及可能机制。
方法:RPE 细胞传代培养,分为阴性对照组:以正常培养液
培养;氧化损伤组:100滋mol / L 的 H2O2作用 12h;槲皮素低
浓度组:100滋mol / L 槲皮素孵育 24h 后,加入 H2 O2 作用
12h;槲皮素高浓度组:500滋mol / L 槲皮素孵育 24h 后,加
入 H2O2作用 12h。 MTT 比色法检测细胞活力,流式细胞
仪检测细胞凋亡率,Hochest33258 染色观察凋亡细胞形
态,比色法检测细胞中过氧化氢酶( catalase,CAT)、超氧
化物歧化酶( superoxide dismutase,SOD)和谷胱甘肽过氧
化物酶(glutathione peroxidase,GSH-Px)活性。
结果:槲皮素能明显抑制 H2O2诱导的 RPE 细胞活力的下
降,用不同浓度槲皮素处理后,RPE 细胞活性分别提高到
79. 67% 依 4. 98% 和 83. 00% 依 3. 60% ,与氧化损伤组
(48郾 93% 依3. 39%)比较,差异具有统计学意义(P<0. 05);
经不同浓度槲皮素处理后,RPE 细胞凋亡率分别下降至
23. 23% 依 3. 29% 和 16. 23% 依 1. 94% ,与氧化损伤组
(38郾 03% 依4. 76%)比较,差异具有统计学意义(P<0. 05);
此外,槲皮素还能增加细胞中 CAT、SOD、GSH-Px 活性,与
氧化损伤组比较,差异均具有统计学意义(P<0. 05)。
结论:槲皮素通过改善细胞中抗氧化酶活性有效抑制了
H2O2对 RPE 细胞的损伤,从而为其用于治疗 RPE 细胞损
伤提供可靠的实验依据。
关键词:槲皮素;视网膜色素上皮;过氧化氢酶;超氧化物
歧化酶;谷胱甘肽过氧化物酶
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0 引言
摇 摇 糖尿病患者因糖代谢障碍导致全身各组织器官的微
血管 发 生 病 变, 其 中 糖 尿 病 视 网 膜 病 变 ( diabetic
retinopathy,DR)是最严重的并发症之一[1]。 研究表明,氧
化应激与 DR 的发生密切相关。 视网膜色素上皮层位于
视网膜神经上皮层与脉络膜毛细血管层之间,由单层排列
的 RPE 细胞构成,当收到外界各种因素刺激时,容易导致
生理功能的破坏,是 DR 最早受损伤的靶组织[2]。 本实验
模拟 DR 发生机制,体外建立 RPE 细胞氧化损伤模型,对
比分析不同浓度的槲皮素干预 RPE 细胞后细胞活力以及
相关因子表达的变化,并进一步探讨其细胞保护机制,为
其用于防治 DR 提供新的实验依据。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 槲皮素(美国 Sigma 公司,批号 PHR1488,分子
量 302. 24 ),人 RPE 细胞株 (美国 ATCC,批号 CRL -
4000),30% H2 O2 (天津基准化学试剂有限公司,批号
20131016),DMEM 培养基( Sigma 公司,批号 D0819),胎
牛血清(Sigma 公司,批号 12107C),MTT 试剂盒(Sigma 公
司,批号 M2128),Annexin V FITC / PI(美国 BD 公司,批号
556570), Hoechst33258 试 剂 盒 ( 碧 云 天 公 司, 批 号
C1011),CAT、SOD、GSH-Px 试剂盒(上海碧云天生物技术
有限公司,批号 S0101,S0051,S0053)。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养 摇 RPE 细胞培养在 100滋g / mL 链霉素及
100U / mL 青霉素的 DMEM 培养基中,内含 15%胎牛血清,
培养箱温度为 37益。
1. 2. 2 细胞分组摇 共分 4 组:(1)阴性对照组:以正常培养
液培养;(2)氧化损伤组:100滋mol / L H2O2作用 12h;(3)槲
皮素低浓度组:100滋mol / L 槲皮素孵育 24h 后,加入 H2O2作
用 12h;(4)槲皮素高浓度组:500滋mol / L 槲皮素孵育 24h
后,加入 H2O2作用 12h。
1. 2. 3 MTT 检测细胞活力摇 细胞接种于 96 孔板(细胞密
度 5伊104 / L,每孔 120滋L 培养 24h 使细胞融合约 80% ~
90% ,将原培养液吸出,向各孔细胞中加入 20滋L 终浓度
为 5g / L 的 MTT 无血清培养液,培养 4h 后弃去培养液,加
入 150滋L 的 DMSO 溶液,置摇床摇晃 10min 后用酶标仪测
定 492nm 的光密度值。
1. 2. 4 流式细胞技术检测细胞凋亡摇 各组 RPE 细胞六孔
板内培养,经过相应处理后,用 1g / L 胰酶消化后制备细胞
悬液。 1000r / min 离心后收集细胞,用 Annexin V-FITC 试
剂盒中缓冲液悬浮细胞,调节细胞浓度为 5伊104 / L,取上
述细胞分别按试剂盒说明,加入 Annexin 和 PI,混匀后孵
育 20min,于 1h 内用流式细胞仪检测细胞凋亡,以上操作
均在暗室内避光进行。 检测结果图共分 4 个象限,第四象
限代表凋亡早期的细胞数量,细胞凋亡率 =第四象限凋亡
细胞 / 总细胞数伊100% 。
1. 2. 5 Hoechst33258 染色观察凋亡细胞形态摇 各组 RPE
细胞六孔板内培养,经过相应处理后,PBS 冲洗 3 次,每次
2min,用固定液固定 20min 后用 PBS 再冲洗 2 次,加入染
色液暗室内固定 20min,吸掉染色液后于倒置显微镜下观
察并记录细胞形态(伊400)。 每组 5 张不同的图片上各随

表 1摇 槲皮素对 RPE细胞活性的影响 (軃x依s,n=3)
组别 A 值 存活率(% )
阴性对照组 0. 63依0. 06 96. 67依4. 11
氧化损伤组 0. 36依0. 02a 48. 93依3. 39
槲皮素低浓度组 0. 49依0. 02c 79. 67依4. 98
槲皮素高浓度组 0. 55依0. 03c 83. 00依3. 60

注:aP<0. 05 vs 阴性对照组;cP<0. 05 vs 氧化损伤组。

机选取 5 个视野计数,凋亡细胞细胞核荧光较强,呈致密
浓染,细胞凋亡率=凋亡细胞 / 总细胞数伊100% 。
1. 2. 6 SOD和 CAT 与 GSH-Px 活性的检测摇 收集细胞
并用 1g / L 胰酶消化,1200r / min 离心 10min,收集细胞并
用 PBS 冲洗 2 次,每份样品加 30滋L 细胞裂解液,冰上孵
育 20min,10000r / min 离心 10min,然后按试剂盒操作步骤
测定细胞裂解液中 CAT、SOD、GSH-Px 活性。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计软件对实验数据进

行处理,结果以均值依标准差( 軃x依s)表示,两两比较采用
SNK-q 法(q 检验),多组间均数比较采用单因素方差分析
(F 检验),以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果
2. 1 槲皮素对 H2O2致 RPE 细胞氧化损伤的影响 摇 槲皮
素能明显抑制 H2O2诱导的 RPE 细胞活力的下降,氧化损
伤组 RPE 细胞经 H2 O2 处理后, 细胞 活 性 明 显 下 降
(48郾 93% 依3. 39% ),用不同浓度槲皮素处理后,RPE 细胞
活性分别提高到 79. 67% 依4. 98% 和 83. 00% 依3. 60% ,与
氧化损伤组比较,差异具有统计学意义(P<0. 05,表 1)。
2. 2 槲皮素对氧化损伤致 RPE 细胞凋亡的抑制作用摇 氧
化损伤组 RPE 细胞凋亡率(38. 03% 依4. 76% )显著高于阴
性对照组(2. 57% 依0. 76% ),两者比较差异有统计学意义
(P<0. 01)。 结果表明,H2O2可以导致 RPE 细胞凋亡的发
生,经不同浓度槲皮素处理后,其凋亡率分别下降至
23郾 23% 依3. 29% 和 16. 23% 依1. 94% ,与氧化损伤组比较
差异具有统计学意义(P<0. 05,图 1)。
2.3槲皮素对 H2O2诱导 RPE细胞凋亡的影响摇 Hoechst33258
核染色法显示,阴性对照组(3. 00% 依1. 00% )未见明显凋
亡染色的细胞核,氧化损伤组(41. 67% 依4. 33% )凋亡细
胞明显增多,细胞核荧光较强,呈致密浓染,给予不同浓度
的槲皮素作用后凋亡细胞 减 少 ( 36. 67% 依 4. 22% ,
18郾 67% 依3. 45% ),细胞核形态改善,荧光强度逐渐减弱
(图 2)。 与流式细胞计数检测结果一致。
2. 4 槲皮素对 RPE细胞内 CAT 和 SOD与 GSH-Px 活性
的影响摇 从表 2 中可以观察到,氧化损伤组 RPE 细胞中
CAT、SOD、GSH-Px 活性明显降低,与阴性对照组比较差
异具有统计学意义(P<0. 05)。 给予不同浓度槲皮素处理
后,CAT、SOD、GSH-Px 表达量升高,槲皮素高剂量组与氧
化损伤组比较,差异具有统计学意义(P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 高血糖导致的氧化应激增强被认为是糖尿病并发视
网膜病变的重要因素,大量证据表明,氧化应激损伤在视
网膜疾病的发生发展过程中起着重要的作用[3]。 过量的
活性氧可直接发挥细胞毒性作用损伤细胞。 H2O2常作为
建立体外氧化应激损伤模型的工具,分解后产生的羟基自
由基可导致细胞氧化损伤,RPE 细胞对氧化应激较为敏
感,我们利用 100滋mol / L H2O2建立细胞氧化损伤模型,观
察槲皮素对该细胞的保护作用。
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图 1摇 流式细胞计数检测槲皮素对 H2O2诱导 RPE细胞凋亡的抑制作用摇 A:阴性对照组;B:氧化损伤组;C:槲皮素低浓度组;D:槲
皮素高浓度组;E:槲皮素对 H2O2诱导 RPE 细胞凋亡的抑制作用的柱形图( aP<0. 05,bP<0. 01 vs 氧化损伤组)。

图 2摇 槲皮素对氧化损伤致 RPE细胞凋亡的抑制作用摇 A:阴性对照组;B:氧化损伤组;C:槲皮素低浓度组;D:槲皮素高浓度组; E:
槲皮素对 H2O2诱导 RPE 细胞凋亡的抑制作用的柱形图( aP<0. 05,bP<0. 01 vs 氧化损伤组)。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 槲皮素对 RPE细胞内 CAT和 SOD与 GSH-PX含量的变化 軃x依s
组别 CAT(U / mg) SOD(U / mL) GSH-Px(U / mL)
对照组 46. 66依3. 05 88. 74依3. 76 132. 03依3. 03
氧化损伤组 24. 57依4. 38b 51. 89依4. 66b 79. 46依3. 54b

槲皮素低剂量组 26. 89依3. 29 59. 06依3. 44 83. 03依4. 37
槲皮素高剂量组 39. 49依3. 83a 70. 75依3. 04a 116. 57依3. 80a

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 注:aP<0. 05 vs 氧化损伤组;bP<0. 01 vs 对照组。

摇 摇 抗氧化剂因可延缓 DR 的发展而在 DR 的防治中得到
重视。 槲皮素是一种广泛存在于中草药和蔬果中的天然

黄酮类化合物,具有多种生物活性,其中包括清除自由基,
下调由活性氧介导的下游信号通路[4-5]。 国内外还少见
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槲皮素在眼科中的应用研究,为此该课题利用槲皮素保护
RPE 细胞缓解由 H2O2所致的氧化损伤,初步探讨了槲皮
素保护 RPE 细胞免受氧化损伤的效果与机制。
摇 摇 细胞活力检测结果显示,H2O2处理的细胞活力明显
降低,槲皮素能够抑制 H2O2诱导的细胞损伤,而且这种药
物对细胞的保护作用呈剂量依赖性;流式细胞术及
Hoechst33258 核染色法测定凋亡结果同样表明,H2O2作用
下 RPE 早期凋亡率明显增加,槲皮素有效抑制了 H2O2诱
导的凋亡反应的发生。
摇 摇 生理状态下,机体抗自由基损伤的酶如 SOD、GSH-Px
能有效地清除活性氧和自由基,使自由基的产生和清除处
于平衡;超氧化物歧化酶(SOD)能够提供氢原子配体而使
其还原生成 H2O2,进而被谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)
和过氧化氢酶(CAT)催化还原生成对人体无害的 H2O 和

O2,进一步降低过氧化损伤[6-7]。 用槲皮素干预后 RPE 细
胞中 CAT、SOD、GSH-Px 活性较氧化损伤组显著升高,提
示槲皮素可能通过提高细胞内 CAT、SOD、GSH-Px 活性发
挥其较强的抗氧化作用。
摇 摇 综上所述,槲皮素对 H2O2诱导 RPE 细胞氧化应激损
伤具有剂量相关性的保护作用,其作用机制可能与槲皮素

能够有效改善抗氧化酶活性、增强自由基清除能力从而抑
制氧化应激损伤有关,从而为其用于治疗 RPE 细胞损伤
提供可靠的实验依据。
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